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反応速度熱解析法による分離肝細胞のカタラーゼ
反応について
片山吉穂
Thermal analysis of catalase reaction in the separated hepatic 
cell suspensions and its homogenates. 
YOSHIHO KAT A Y AMA 
肝カタラーゼ(E.C. 1.11.1.6)についてはEulerらl.ZJ
Stern 3.4! Sumnerら引. Greensteinら6-8Jを始め占くか
ら多くの研'先ト14Jがある。こtしまでの研究では結晶化様
品を除け1%臓持切片あるいはhomogenateなどをmいた
ものが多し 1コ 1コぱらぱらにした肝細胞浮遊液とし
て用いられた実験は弘られず， しか(Jj;1J)';-でもhomoge-
nateでb，fil血球カタラーセ'の泌入を無視し得ない。 また
臓器カタラーセ'活性を比較する場合にEulerら1ZJのKa-
talasefahigkeitで表わすか， または Greensteinらト引
のように臓器の単位乾燥重量当りかあるいは単位宝栄冠
当りの活作て'表わすものが多し肘細胞 lコ当りの活性
を検索 したものはな".これらを勘楽すれば活性'iij立と
じて細胞lコ3りで表わすJi法も細胞生時学的立場から
意義ある 'I~と忠われる。
著者はI盤沈肝臓か ら肝細胞を比較的簡単な操作で純粋
に分離し，これら分離肝細胞が比較的lJltactて、ある与を
報台したitそこでこれらの分荷量肝細胞及び分離肝細胞か
ら調製したhomogenateなどのカタヲーゼ以応を以応巡
j交熱解析法lトZ8Jを用いてほとんど述統的に測定し.解
析して肝カアラーゼ反応の反応別式を定め， また肘細胞
浮遊波及び分間削F細胞から調製した homogenatei夜のカ
タラーゼ活性をそれぞれの場合の肝細胞 Iコ当りの相対
速度て'表わ L，さらに|寸じ例体の赤血球カタラーセー活性:
と比較検討した。その結果肝細胞 lコ出りのカタラーゼ
活作が赤血球のそれよリもま:'J100 f在大きいことなどが明
らかになった。 ここにこれら 2. 3の成紙について報告
する。
実験方法
1 )分離肝細胞調製法
すでに報台されている }j法!日に1"じて行な った。すな
わち家えの門l派からカニューレを挿入L. 3.8%sodium 
cltra te港液 200m~ と 0.16MNaClí容液1000~ との混合液
(500mg/ d~ N -acetyl-D-glucosamineを含む)で20分1:1
(2 -4'C)肝濯流し. Robinson 浴液と0.25Msucrose 
溶液との等祉悦fT液(sucrose川IRobinson 溶液と云う )
で洗i保してから胆嚢を別除L.肝臓の被膜及び結合主n紘
などを:H米る限り取リ |徐いて後. sucrose !JI Robinson 
液中で紺1!;IJし. ijf.組織，~.を2枚のスライドグラスの/itJに
はさんで構僻した。このようにして作られた肝組織の懸
泌液をすーゼで雄過し.この減i慌を比屯の y~ なる ~~;~kl'l:
アラビアゴム治液に.f(層i主心沈澱(IOOOrpm. 20分/:IJJL.
比ifの民主るアラビヤゴム液の二層にはさまれて分離ーさ
れたIJF細胞を!おめてO.16Mりん絞緩衝ia(pH6.8)で数|口l
t先機 L. 沈澱した肝細胞の芥wと等J止のO.16MJ)ん陵緩
衝液(pH6.8)を加えて 2f古綿釈分離肝細胞i7.jFLi夜とした。
これをii&五村i釈して実験にIJtしたU1・遊液が入ったエーレ
ンマイヤーフラスコをジャーに入れ.組IiKにうづめて O
-4'Cに保存した。)なお分離肝細胞のhomogenate液調
製には 2 1i~怖釈肝細胞浮遊液を Potter Elvehjemのガラ
ス製ホモ ジナイザーで.iKi令しながらホモジナ イズ(5 
分)した。このように して，調裂 した2俗的釈homogenate
液を適宜柿釈して')f験に供した。
分離肝細胞数は 2j音締釈分雌肝細胞i'J.i佐波を101古怖釈
してThoman十鈴燃をf討し、てe日l陀された。またhomogenate液
の場介にはhomogenateを調書1するんのZ倍栃釈肝細胞ir
遊液中の分離肝細胞数を測定 した。
II)カタラーゼ反応の反応速度熱解析法
I居場の自Ij't，:にかかる1.応Jjil'l?'九時f付庁法16.171がliJ本ら1ト251
によって生物式料に応!fj;された。 カタラーセのよ うな
n然失泊とinducedinac tiva tionの拾しい両手#.1;:応にお
ける迅速な反応速度のj主紘的測定は本法によって始めて
可能になる。そ こで本研究ではこの万法がj;fi刑された。
ここでは測定の概要を述べるにとどめるので.洋側は I~'.法相
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を参照されたい。
測定装置は図ー lに示すようにカロリメーターとして
ガラス製DewarピンAと温度変化を測定する8eckmann
温度計T，ガラス製f党梓器5，白金線を用いた電気的加
熱器H，基質液を入れる答恭8，その他に附属の排気及
び送気蛇管D，D'からなる。本実験ではAに各種濃度の
分雌肝細胞浮遊液あるいは分般肝細胞のhomogenate液を
50na入れ.谷署号Bに(jO.0500MH202溶液を入れて密封し，
この測定装置を25'Cの精密二重定混槽(精度 1/1000'C) 
に深〈浸して定温槽の温度と等しい温度に達して (温度
平衝に達するまで約90分開放置)からD"を軽〈 ふいて B
容器中の基質液をサイフォンによって 8'を通じて Aに
流入させて混合反応させ.反応開始と同時にstopwatch 
をスター トさせ， 8eckmann温度計Tで温度変化(.dT) 
をルーペを用いて 1/1000'Cまで時間(t )とともに観測
記録して次の基本式で解析した。
dT. " .~. Q dx d 一一+K.dT'=一 一 =const. 7 dt . ..~. W dt ~V"~" dt
dT -こにーは.dT-t幽線の時間的型軽化率.Kは反応系
dt 
「
図-1 Apparatus for the thermal analysis. 
A: Dewar bottle， 8: accessory chamber 
containing the substrate， T:8eckmann's 
thermometer， 5:stirrer， H:heater. 
物
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の冷却定数..dT'(j.d Tに後鉾熱を補正した値.Qは反応・
熱.Wは系の熱容震 d三は反応速度である。反応が1._'.' ....__. t --"-'-_'_ -'， 'V 
次生 =kl(α-x)=k，ae-k，t (ここにα:基質の初濃度，
dt 
x 基質の反応量を示す)の場合には
IdT . " • ~，\ . Q dx 
101 I -: ~ + K.d T' I = log一一ー"¥dt .._. J '-OW dt 
=101色12-11L-
'0 W 2，303 
実験iAi度はいづれも25'Cである。
基質としての過酸化水素液(1:Hydrogen ium peroxi-
datum concentratum analyticum (30% 江戸川化学工
業)が稀釈され， KMnO，法で滴定されて，反応前の濃度
を0.0500Mとして用いられている。これらのH202溶液中
には酵素液として分離肝細胞浮遊液が用いられた場合に
はりん酸緩衝液(pH6.8)が0.16Mの漫度に含まれている。
以下の稀釈倍数及び基質濃度はいずれも反応前の数値
で表わされているので反応系では前述のようにこれら温
度の 1/2になる。
実験成績ならぴに考察
1)介敵肝細胞浮遊液のカタラーゼ反応
400倍稀釈分離肝細胞浮遊液と0.16Mリん酸緩衝液(pH
6.8)を含む0.0500MH202溶液とを混合反応した場合のd
Q dx ， T' ••• Q dx T-t一 一 -t及ぴ10g 一 -t曲線が図ー 2に示され
• W dt • ，._v ，v"Wdt 
ている。 .dT-t曲線では温度が初め軽<5字状を画き，
それにつづいて偽物線的になだらかに上昇し， 8分30秒
で.dTの最高値0.460'Cになっている。これらの.dTの実
Q dx iM11直から前述の来本式にしたがって解析し log，~，ーと
Wdt Q dx 時間 t との関係をみると図の10g~T一 - t 曲線のよ うに反
Wdt 
応の始めに，いわゆる初期状態18.19，21.2加が認められ，こ
れにつづいて直線的に経過している。この事から分荷量肝
細胞浮遊液のカタラーゼ反応ではその反応の主体が1次
である事がわかる。この直線の傾きから 1次反応の速度
定数(kl)が求められる(kl=0.507min-1)。次に締釈{音数
を200-4000に変えた分離肝細胞浮遊液と0，16M1)ん酸
緩衝液(pH6.8)を含む0.0500MH202溶液とを混合反応さ
せた場合を図ー 3に示しである。.dT-t曲線では.200 
f音稀釈分緩肝細胞浮遊液の場合6分30秒で.dTの最高値
0.480'Cに遥しているが締釈倍数が高くなるにしたがっ
て.dTの最高値も次第に低下し.またその最高値に達す
るまでの時間1は長 くなっていた。これらの.dTの実測値
Q dx 
から基本式によって解析し log，:.一 - t曲線を示すと。Wdt
図ー3の下のようになる。いずれの締釈倍数の分離肝細
胞浮遊液の場合もカタラーゼ反応、の反応型式は先に示し
( 2 ) 
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Thermal analysis of the catalase reaction in hepatic 
cell suspension (1: 400) at pH 6.8， at 25・c.
Hydrogen peroxide solution ( 0.0500M) was added to 
suspension of the separated rabbit hepatic cells in 
o .16M phosphate buffer (pH 6.8). 
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Thermal analysis of the catalase reaction in various 
concentrations of the separated hepatic cells at pH 
6.8， at 25・c.
図-3
The .d T -t curves are shown in the upper figure 
Q dx 
and the log一一一-t curves are presented in 
W dt 
the lower figure. 
( 3 ) 
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た400倍稀釈分雛肝細胞浮遊液のt易会と同じく反応の主
体がl次であって，速度定数(k1)は直線の傾きから求め
られる。このようにして求められたkIが図に示されてい
るが.総釈倍数が高くなる程次第に小きくなっていた。
各締釈倍数の分離肝細胞浮遊液中の肝細胞数をglJ定し，
これとカタラーゼ反応の反応速度定数(k1)とのIJの関係
を図示すると図-4のように肝細胞濃度と反応速度定数
(kl)との問には直線関係があリ，カタラーゼ反応の速度
定数が反応系の分離肝細胞数に比例する事がわかる。
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図-4 The relationship between the velocity 
constants of the catalase reaction and 
the concentrations of the separated 
hepa tic ce ls. 
II)分離肝細胞homogenate液のカタラーゼ反応
前~の肝細胞分離法に従って分離したmtact な肝細胞
を実験方法のところで述べた方法でhomogenateにした
場合のカタラーゼ反応の成績について述べる。
10001苦手荷釈分離肝細胞 homogenate液(0.016Mりん酸
緩衝液pト16.8を含む)と0.0500MH202溶液とを等量混合反
応させた場合が図- 5 に示されている。実視IJi~J!t変化
(.:1 T)の時間的変化 .:1T-t曲線と.これを解析した
Q dx . "'." .， . ". Q dx 一一 -t曲線及びlog一一 -t曲線とで示してある。分Wdt '~，， 'P~ '~-'voWdt 
離肝細胞浮遊詩主のカタラーゼ反応、の場合と問機に.:1Tは
時1mの経過にともなって泌物線的に上昇し. 4分15秒で
JTの最高値0.493・Cになり，その後次第に低下してい
Q dx る。この.:1Tの尖1日IJ1I直から解析してlog，-:，一 -t曲線を
Wdt 
求めると分離肝細胞浮遊液のカ 7ラーゼ反応の場イ?と同
僚にいわゆる初JUI状態18.19.21.291につづいて l白線的に経過
し，反応の主体が l 次である'~がわかる。この場合の反
応速JSl:定数(kl)を求めるとk1=1.009min-1であった。そ
物 学
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図-5 Thermal analysis of the catalase 
reaction i n homogenates of the 
separated hepatic cells ( 1 : 1∞0) 
at pH 6.8， at 25.C， 
Hydrogen peroxide solution (0.0500M) 
was added to homogenate of the 
separated rabbit hepatic cels in 
0.016M phosphate buffer(pH 6.8)， 
こて"各foIi:ift皮(1000 -80001音稀釈)の分離肝細胞homoge-
nate液(綿釈 homogenate液)と0.0ωOMH202溶液との等
量泌合反応させた場介のカタラーゼ反応の成総を図-6
に示しである。 1500倍稀釈homogenate液の場介て.，;t.6分
00秒で.:1Tの最高値0.486'Cにi主し，それ以後次第に低下
している.これを1000倍柿釈homogenate液の場合と較べ
ると .:1Tの最高値，;t.0.007"e低<，それに速するまでの時
間もl分45秒長くなっていた。ニのように締釈{奇数が向
くなるに従って.:1Tの最高値は次第に低下し，またそれ
に速するまでの時talLi次第にi毛くなっていた。これを解
析するといづれの場合も反応の主体は 1次であって.そ
の反応速度定数(klHJ:homogena te i.良I交が低いほど次第に
/J、きくなっている。homogenate iltJ.交をそのhomogenate
を謝裂するがjの分雌肝細胞数でぶわし，反応速度定数
( k1)との関係を，示したのが図ー 7である。 homogenate
濃度と反応速度定数(kl)との聞には直線関係がみられ，
濃度が点いほと'klが大きし k1';t.homogenate濃度に比例
していた。
次に分離肝細胞浮i笹液とこの分雌肝細胞から調製した
homogenate液ならびに同じ家兎の洗燦赤血J;j{浮進液のそ
れぞれの場合のカタラーセe反応を比較したのが図-8で
ある。 lは400倍稀釈肝細胞浮i些液. 2が2∞OfiH晶釈sf
homogenate液. 3が5001音稀釈洗機赤血球浮遊液の場合
であって，いずれも.:1T-t曲線が初め軽<s字状を凶l
きながら上昇し，つづいて拠物線的に経過してJTの最
高値にj主し，その後次第に下li'Jしている。.:1Tの最高値
( 4 ) 
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Thermal analysis of the catalase reaction in various 
concentrations of homogena tes of separated he pa tic 
cells at pH6.8， at 25・C.
The Ll T -t curves are shown in the upper figure 
Q dx 
and the log .~ ←ー - t curves are 
W dt 
the lower figure. 
presented in 
図-6
りの相対速度. kHが肝homogenateの場合. kEが洗滋赤
Jil球浮遊液の場合て'ある。またLC/RBCとはkLとkEとの
比. LCH/LCは灼とkLとの比を表わしている。この表に
示されているように分離肝細胞浮遊液の場合のkLは平均
(6.5土2.0)XIO-8min了lであ'J.一方赤血球浮遊液の場
合のkEは平均(6.5土1.3)XlO-10minづであって.約100
倍肝細胞の活性が大きい事がわかる。また肝細胞と
homogenateの場合とを比べるとhomogenateの場合の
万が約 3倍大きい'ドがわかった。
以上が実験成績の概要である。カタラーセ'活性の検作一
法として liKMnO.滴定法，沃素j肉定法14) あるいは検圧
fj色 した試料には法9-11)などが用いられているが，
( 5 ) 
にj圭するまでの時間は 400倍稀釈分離肝細胞浮遊液の場
合が最も対かく， Ll Tは大きいが， 500倍稀釈柑絡赤血球
の場合には前者に比べて時間iが長<.最高値L低い。ま
た200Qf音稀釈肝homogenate液の場合ではいずれの場合よ
りも時間が長<LlTの最高値も最も低L、。これらLlTの
実測値から解析すると図-8の下のようになり.いずれ
の場合も反応の豆休は l次であるが，その 1次反応の速
度定数(kI)は大きいものから順に 1>3>2であった。
以上の'文験を繰返し行なって求めた述j支定数(kI)と分離
肝細胞数及び亦血球数とからそれぞれの場介の細胞1コ
当りに換算した相対速度を求め.まとめると表ー1のよ
うになる。 kLが分離肝細胞浮遊液の場合の肝細胞 lコ当
??? 食
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図-7 The relationship between the velocity 
constants of the catalase reaction and 
the concentrations of separated hepatic 
cell homogenates. 
KMn04法を使用出来ず， また検圧法でli振遣が少いと
反応がO次になるなどこれらの方法には限界があって，
いずれのサンプル(特に生物試料)にも用いるわけにはい
かない。また普通l次反応の場合(酵素量一定)には k，
=÷log三すで反応速度定数を求めている。カタ ラー
ゼ反応を近似的lニl次反応とみなし上式か らk，を求
めているが，反応時聞が長くなるとk，の減少が起る為に
tをOに外得した時のkJ!Pちkoを用いるのがよいとされて
いる?しかしk，のkoへの外婦は直線的でなくいずれの
測定値を係るかによってkofif!にかなりの差があると自JlI301
が指摘している。以上の点を考慮すると本実験で採用し
た反応速度熱解析法I;l:H202の分解に際して発生する熱を
断熱温度変化としてとらえ.新しい基本式で解析する方
法である。成績でも述べたように反応はInitialstate. 
Steady state及びRetardedstateから成り， しかも
Steady stateの直線性I;l:tJjしニの事から明らかに反応、
が1次である事を推定し得た。
Greenstein71によ ると正常マウスの肝カタラーゼ活性
1;:臓器組織のうちで最も日しそれに次いで赤血球， 腎，
牌の順であると云う。今回の成績でも同 じ動物の洗機赤
血球と比較した場合，約 1001音活性が高かった。一方腫
割高細胞のカタラーゼ活性I;t一般に正常組織よりも低いと
報告されている:}舟木ら31が報管した?ウス Ehrlich腹水
癌細胞1コ当 りのわ(9.66X10-12min-1)に比べると今回
の肝細胞では約6700f音も治性が高い事になる。
ところて'Liebowitz及ひ・Cohen3Z1による と正常な赤血
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図-8 Comparison of the catalase reaction 
in the separated hepatic cell suspe・
nsion， its homogenate and erythrocyte 
suspension at pH 6.8， at 25'C. 
The ;!I T -t curves are shown in 
Q dx 
the upper figure and the log . ~. 一一
W dt 
- t curves are presented in the 
lower figure. 
球でもカタ ラーゼはH202とともに不活性な型の復 合体
Catalase-Hz02Iとして存在し，適当量のエタノールな
どのアルコールによ ってこの復合体が活性化されると云
う。このような反応過程は肝においても推測されて釘リ，
Alcohol dehydrogenase (ADH)以外のアルコール代謝
経路としての MEOS(microsomal ethanol oxidizing 
system)及びNADPHoxidaseと関巡したエタノール代
謝系あるいは Xanthineoxidaseと共純したethanol酸
化系でのカタラーゼ作用として知られている3.341(後2
者と MEOS との同一位などについては~:見が一致してい
ない)。却 しかし後2者のエタノール代謝関連を否定す
る報告も多いデ.371 ともかくもLieberら加によるとヱタ
ノールのCatalase-H202I複合体系を介した経路ではカ
タラーゼの量より もH202の存在畳に強〈影響をうけ，ま
たこの復合体系の関与は生体に摂取されたエタノール処
理の内でADH系以外の経路の 5%程度をしめるに過ぎな
( 6 ) 
片山:分離肝細胞のカタラーゼ反応
。?
表-1 Relative activities of the catalase in suspension (kL) or homogenate 
(kH) of a separated hepatic cell， and in an erythrocyte(kE). 
Relative activities (mi n-1) (2 5.C ) 
samples 
kL X 10
1 kH X 10
7 k[ X 1010 TL 註
C
訂 LL CC 
H 
I 8.9 2.6 7.0 1.27 X 102 2.7 
E 5.5 1.9 5.3 1.04 X 102 3.5 
E 5.2 6.4 8.01 X 10 
N 9.1 7.9 1.1 5 X 102 
V 3.6 1.3 5.7 6.31 X 10 3.9 
vr 6.8 2.0 一 2.9 
mean※ 6.5 2.0 6.5 9.7 8 X 10 3.3 
+2.0 士0.9 :i 1. 3 士3.23X 10 +0.9 
※ Each value represents the mean 士 halfrange of the confidence interval 
(confidence limit) at 95% level. 
LC:Activity of catalase in a hepatic cell. RBC:Activity of catalase in an 
erythrocyte LCH:Activity of catalase in hepatic cell homogenate 
いと云う。要するにカタラーゼ活性の高い肝及び赤血球
などの細胞におけるこの鯵索の生理機能についてはH202
処理と L寸基本的なもの以外にはあまりよく知られてい
ない却のが現状のように恩われる。
要 約
家兎肝臓を N-acety1-D-glucosamineとSodium
cltrateとを含む0.16MNaCI溶液で門脈か ら潅流後，
sucrose 1J日Robinson液を加えて 2枚のスライドグラス
のr月で磨砕して得た分離肝細胞を等仮性アラビアゴム溶
液に京層遠沈して比較的純粋に肝細胞を集めてから0.16
Mリん俊緩衝液て寸先議 して分荷量肝細胞浮遊液を調製した。
この分維肝細胞を用いて反応速度熱解析法でカタラーセ・
活性が検索された。
分離肝細胞のカタラーゼ反応においては浮遊液でも
homogenate液でもその反応の主体は 1次であった。浮遊
液及ひ1】omogenate液のカタラーセ'活性は分離肝細胞獲
!支に比例し，浮遊液にあ・げる肝細胞 lコ当リの相対活性
は(6.5土2.0)X10-8min-1であった。 この活性は|吋じ動
物の赤IDlEj(1コ当りのカタラ ーセ';1i性の約 1001昔であ り，
また同じ肝細胞のhomogenate液のijf;刊の*')y3であった。
ノド論文を故舟木腐先生の霊前に鯵げます。
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Summary 
The rabbit livers were perfused with an isotonic saline solution(0.16M) con凶 ningN-acetyl-D-glucosamine and 5凶i-
um citrate. The small pieces of liver tissues immersed in Robinson's buffered saline solution(pH 7.4) were pressed 
between two glass sheets (slides). By this procedure， each hepatic cel was mechanically separated. After separation， 
separated hepatic cells were centrifuged at 10∞r.p.m. for 20 minutes by means of multilayer centrifugation with iso・
tonic gum acacia solution. The hepatic cells which were purely separated by the above procedure were found to be 
relatively intact. The hepatic cells were washed several times with 0.16M phosphate buffer solution (pH 6.8)田 dsus-
pended. Hydrogen peroxide solution was added to the suspension of hepatocytes or those homogenates. The catalase 
reactions in these enzyme preparations were studied by the method of thermal analysis of reaction velocity 
It was observed in both the suspension and homogenate of the separated hepat∞ytes that the catalase reaction was 
R冶凶yof the first order. In a11 reaction systems， the回同laseactivities incr伺 sedin proportion to the concentrations 
of the separated hepatic cells or those homogenates. The catalase activities expressed as the reaction velocity con-
stant were (6.5土2.0)xlO-8min.-I per a hepatocyte and (6.5土1.3)X 10-10 min.-I per an erythrocyte of the same individ. 
ual， respectively. The catalase activity per hepatic cel in suspension was about 100 times higher than that per an 
erythrocyte and the activity in the homogenate was three times higher than that in the suspensions 
(8 ) 
